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論 文 内 容 要 旨
今日,光学異性薬物が数多 く開発 されているが,そ の多 くはラセ ミ体 として臨床に提供されている。 し
か し,光学異性体は生体内で異なる物質として認識され,薬 効発現のみならず体内動態 も異なることが知
られている。 このため,生体内におけるこれらの挙動を正確に把握することは,適正な薬物療法を行 う上
で不可欠であり,信頼度の高い測定法の確立が強 く望まれている。
高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)による光学異性体の分離には,キ ラル識別能を有する物質を固
定相あるいは移動相に用いる直接法 と,光学活性な試薬を用いてジアステレオマーに誘導後,ア キラルな
カラムで分離する間接法とがある。前者に用いるキラル固定相 も種々開発されてきているが,そ の多 くは
順相系であり,生体試料の測定には不利 とされる。水系の移動相の使用可能な光学異性体分離固定相とし
て,シ クロデキス トリンやセルロース誘導体を用いたカラムやタンパク質固定化カラムが考案されている。
このうち,タ ンパク質固定化 カラムは広範囲な薬物の光学分離に適用 し得ることか ら,最近注目をあびて
いる。
本研究では,こ うした観点から,等電点6付 近で金属イオンに対する結合能を有 し,2%程度の糖鎖を
含有するニワトリ卵白コンアルブミンと,リボフラビン結合能を有 し,14%の糖鎖を含有する等電点4付
近のフラボプロテインに着 目し,これを固定化 した新規光学異性体分離カラムを開発 し,特性に吟味を加
えるとともに,そ れ らの有用性に検討を加えた。
まず,コ ンアルブミンカラムを作製 し,坑アレルギー薬アゼ ラスチンをモデル化合物 とし,移 動相の
pH,塩濃度,有 機溶媒の種類 と濃度などが,保持及び分離に及ぼす影響 について検討 した。 その結果,
移動相のpHを酸性から中性へ と変化させると,両エナンチオマーの保持が増大 し,アゼラスチンーコン
アルブ ミン間のイオン性相互作用が保持に重要であることが判明 した。一方,分 離係数 α値はpH4.5～6.5
の範囲でほぼ一定であり,アゼラスチンに対するコンアルブミンの光学認識にはpH4.5付近でほぼ完全 に
解離する酸性官能基 とアゼラスチンとの間のイオン的相互作用が重要な役割を果たしていると推測される。
また,移動相中のエタノール濃度の増大に伴 って保持,分 離能ともに低下 し,本固定相におけるアゼラス
チンの保持は逆相系のモー ドであり,キラル認識部位での疎水性相互作用 も光学分離に重要な因子である
と考えられた。
次にフラボプロテインカラムの特性を,酸性及び中性のモデル化合物を用いて同様に検討 した。いずれ
の化合物 も逆相系の保持挙動を示 した。酸性のケ トプロフェンやα,ε一ジベンゾイル リジンはpH4で
最 も強 く保持されるが,光 学認識能 はケ トプロフェンではpH4.6,α,ε一ジベンゾイル リジンではpH
4.0が最 も強かった。一方,弱 酸性のワルファリンは,pH4.6で保持能,分 離能いずれ も最 も高 くなり,中
性のベ ンゾインはpH4.8以上で不斉識別されるが,そ の保持はpH3.8～5.6の範囲で ほぼ一定であった。
これ らの結果か ら,イオン性化合物の保痔 は,フ ラボプロテイン分子中の官能基と溶質との間のイオン性
の相互作用に影響 を受けるが,中 性の溶質 はこれに影響されないことが判 った。また,こ の相互作用は,
イオン性物質の光学分離 にも影響するが,ベ ンゾインの結果から疎水性の相互作用 も異性体の分離に寄与
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していると考えられる。
次 にこれ ら2種のキラルカラムに加えてオボムコイ ドカ ラム及びアビジンカラム計4種 について,酸性,
中性,塩 基性のモデル化合物を用いその性質を比較検討 した。移動相中の塩濃度は,中性の溶質の保持 に
影響を与えないが,イ オン性溶質の保持を変化させた。その様相はカラム間で異なり,酸性のケトプロフェ
ンの保持は,オ ボムコイド,アビジン,コ ンァルブミンカラムで塩濃度の増大 に伴 って徐々に減少 したが,
フラボプロテインカラムではほぼ一定であった。また,塩基性のプロプラノロールの場合は逆に,フ ラボ
プロテインカラムにおいてのみ保持係数k'値の減少が顕著であり,他のカラムでは大 きな変化 は認 めら
れなかった。
緩衝液中アニオ ン種の影響を見ると,と りわけホウ酸緩衝液でケ トプロフェンの保持が顕著に増大 し,
その増加率が糖鎖中のマンノースの量比 と一致することが判明 した。 これは糖がホウ酸 との錯体を形成 し
易いことと関係するものと推測され,興味深い。光学認識能は,オ ボムコイド,コンアルブミン及びフラ
ボプロテインカラムではなんら影響されなかったが,ア ビジンカラムではアニオン種によりイオン性薬物
の分離能が異なった。
ケ トプロフェンの保持能は,いずれのカラムでもpH4付近で最 も高いが,光学認識に最適 な液性 はカ
ラム間で異なっていた。 このことは,ケ トプロフェンの保持に関 して同 じアミノ酸残基が関与 しているこ
とを,一方キラル認識に関しては,それぞれ異なる相互作用の働いていることを示唆 している。プロプラ
ノロールの場合,コ ンアルブミンカラムを除いたカラムで移動相の液性が,酸性から中性になるに従 って
k'値が増大 した。また,中性化合物の保持は移動相のpH変化でそれほど変動 しないが,光 学分離 に最
適なpHは カラム間で異なった。
っいで,溶質の各 タンパク質に対するタンパク結合率を測定 し,光学分離能 と比較 した。ケ トプロフェ
ンはいずれのタンパ ク質に対 して も高 い結合率を示 し,その強さの順は各カラムによる保持力の順 と一致
した。アビジンカラムにおいては他のタンパク質 とは逆のエナンチオマーに対 して高い結合率を示 し,ア
ビジンカラムでのケ トプロフェンの溶出順序が他のカラムの場合と異なる可能性を示 している。また,エ
ナンチオマー間でタンパク結合率の差の大 きいものほどよく光学分離される傾向が認められた。 しかし,
全 くタンパク結合 しない場合で もHPLC上保持の変化が認められる場合もありゴ非特異的な相互作用の
影響の大きいことが示唆された。そこで,タ ンパク質固定化カラムにおける保持係数をタンパク質 と薬物
間の親和性(会 合定数)と 非特異的相互作用からなる式で表 し,非特異的相互作用ゐラムを直結 した実験
系により理論式の妥当性を検証 した。 さらに,タ ンパク質固定化カラムでは,保持に対 して非特異的相互
作用が大 きく影響 し,しかもその寄与が移動相のpHの違いによって異なることを明らかにするとともに,
移動相中の有機溶媒がキラル認識部位での特異的相互作用と固定相全体での非特異的相互作用のいずれに
も大きく影響することを見出した。
タンパ ク質固定化カラムの保持は非特異的相互作用の寄与を大きく受 けるたあ,キ ラル認識部位 と溶質
との相互作用の解析が複雑 となる。最近タンパク質をキラルセ レクターとして用いるアフィニティーキャ
ピラリー電気泳動(CE)による光学分離が報告されているが,こ の場合,溶 質はタンパ ク質 への分配率
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(結合率)に よってのみ保持されるため,相互作用解析の手段に適 していると考えられる。 そこで,フ ラ
ボプロテインを疑似固定相 として用いるアフィニティーCEと分光学的手法を組み合わせ,薬 物 とキラル
認識部位の相互作用にっい七考察 した。 まず,5種 の2一 アリールプロピオン酸誘導体を含む酸性,塩 基
性薬物8種 を用い,HPLCとCEにおける保持及び光学分離能を比較 した。その結果,両 者 のk'値には
一定の相関は認あられず,薬物によりHPLCにおける非特異的相互作用の寄与の異なることが判明 した。
5種の2一 アリールプロピオ ン酸類を比較すると,HPLCでの保持は大 きく異なるが,CEではほぼ同程
度のk'値が得 られ,ア フィニティーCE法 が,非特異的相互作用に影響 されずにタンパ ク質表面上 の結
合部位での相互作用の解析に適 していることが判った。そこで,モ デル薬物 ケ トプロフェンとキラル認識
部位 との相互作用を解析すべ く,保持及び分離に与える泳動液のpHの影響を調べた。 その結果,pH4.4
～6.8の範囲で中性に近づ くほど保持,分 離能が低下 した。 このとき円二色性分散(CD)に より解析 した
フラボプロテインの2次構造はpH3～7の範囲で変化せず,pH変化に伴 う保持及 び分離能 の変化 は,
キラル認識部位におけるア ミノ酸残基の解離状態の変化に起因することが示唆された。すなわち,ケ トプ
ロフェンのカルボキシル基の負電荷 とキラル認識部位の正電荷のイオン的な相互作用が光学分割に寄与す
るが,一 方でキラル認識部位のこの正電荷に近接 して存在する負電荷とケ トプロフェンのカルボキシル基
の負電荷 との間にイオン的な反発作用が働き,ケ トプロフェンの結合が阻害されるものと考えられる。
CEにおける保持は,メ タノール濃度にそれほど影響されないが,光学分離能はメタノール濃度の増大
に伴 って減少 した。さらにメタノール濃度の増大はタンパク質2次構造の変化を引き起 こし,濃度20%付
近か らα一ヘ リックス構造の崩壊が認 められた。 このことか ら,キラル認識部位でのケ トプロフェンとの
疎水性の相互作用(π 一π相互作用)は,メ タノール濃度にほとんど影響されないが,メ タノール変性に
よりフラボプロテインのキラル認識スポットの立体構造が変化 し,疎水的に結合 したケ トプロフェンのカ
ルボキシル基とアミノ酸残基のイオン性官能基 との距離が変化することで光学認識能が低下するものと考
えられる。
キラル認識部位でのπ一π相互作用 に寄与するアミノ酸残基を特定するため,フ ラボプロテインの分子
楕円率の変化を調べた。その結果,245nm付近の負のコットン効果が,ケ トプロフェンの結合により変
化することが判明した。っいでこのコットン効果に関与するア ミノ酸残基を特定するため,フ ラボプロテ
インのア ミノ酸残基の特異的な化学修飾を行い,同様測定 した結果,}リ プトファン残基の関与が示唆さ
れ た。 これを確認 す るため・ トリプ トファン修飾 フラボプロテインをキ ラルセ レク汐 一 としてアフイニティー
CEによるケ トプロフェンの分離を試みたところ,ほ とんど光学分離能が失われてお り,キ ラル認識部位
での トリプ トファン残基の関与が証明された。
一方,液性変化の検討か ら,キ ラル認識部位でのイオン的な相互作用の関与 も示唆されたため,フ ラボ
プロテインの分子表面上に存在するアミノ基及びカルボキシル基の化学修飾を行い,同様にCE分析を行 っ
た。その結果,ア ミノ基の修飾により光学分離能が失われ,ケ トプロフェンは全 く分離されなか った。 こ
れに対 しカルボキシル基修飾 フラボプロテインを用いた場合は,光学分離能は残存 してお り,光学分割に
アミノ基が重要な役割を果たしていることも証明された。
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っついて,今 回開発 した2種 の新規 タンパク質固定化カラムの有用性を実証すべく,生体内微量光学異
性薬物の測定に応用 した。
まず,ミ クロボアコンアルブミンカラムとカラムスイッチング法を組み合わせ,血 中のアゼラスチンェ
ナンチオマーを簡便な前処理で,かつ高感度に分離測定す る方法を確i立した。すなわち,大量の血漿試料
をオクタデシルシリカゲルカラムに注入 し,グラジエント溶出して目的成分を含む画分をカラムスイ ッチ
ングでサ ンプルループ内に取 り込み,っ いでバルブを切 り替えて目的画分を希釈 しながらトラッピングカ
ラムに送 り,脱塩 ・濃縮 した後,バ ルブを切 り替えて ミクロボアコンァルブミンカラムで光学分離しfrit-
FAB/MSで検出す るシステムである。本法では生体由来の爽雑物 との分離に,従 来困難 とされた不揮
発性の リン酸緩衝液を含む移動相が使用でき,しかもMSに よる目的成分 の高感度検出が可能であ る。
血中アゼラスチ ンの検出限界はエナンチオマーとして500P9/mLであり,大量の生体由来の爽雑物の共
存下で も除タンパクのみの簡便な前処理で生体試料中のアゼラスチンエナンチオマーを分離測定できるこ
とを立証 した。
次にフラボプロテインカラムを用いて,血漿直接注入可能なアビジンカラムをオンライン前処理カラム
としたカラムスイッチ ングにより,血漿中のE3810及びその代謝物の一斉定量法を確立 した。 フラボプロ 、
テインカラムは,その特性上光学異性体識別能だけでなく,類縁物質 との相互分離 も優れてお り,E3810
自身のエナンチオマーの光学分離 と同時に,代謝物M3の 光学分離 も可能であり,し か も疎水性の大 き
く異なる代謝物をも含む一斉分析 も達成することができた。絶対検量線法によるバリデーション実験を行っ
たところ,未変化体で0.03～10μg/mL,代謝物で0.03～1μg/m:Lの範囲で良好な結果が得 られ,体
内動態研究に十分応用可能であることが確認 された。次に,ビ ーグル犬にE3810のラセ ミ体及び各エナ ン
チオマーを静脈内投与 したときの血漿中の未変化体及び各代謝物の経時変化を測定 した。 その結果,S一体
がR一体に比べて2倍 程度速 く消失 し,異性体間の生体内キラル変換は認められなかった。 またS一体及 び
R一体を投与 したとき,M3に っいてそれぞれ一方のエナンチオマーのみが検 出され,う ち速 く溶出 され
るエナンチオマーがS一体由来であり,遅 く溶出されるエナンチオマーがR一体由来であることが判明した。
以上,今 回開発 したタンパク質固定化キラル分離カラムは,水系の移動相で使用できかつ広範囲の薬物
の不斉識別に適用可能な上,適 度な非特異的相互作用を合わせ持つことか ら類縁物質との相互分離にも優
れており,しかも室温で も安定でルーチン分析にも使用できることが明らかとなった。今後,体 内動態研
究,臨 床分析研究への応用が期待される。
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審 査 結 果 の 要 旨
今日,分子内に不斉中心を持つ光学異性薬物が数多 く開発され,そ の多 くが ラセ ミ体として臨床に提供
されている。光学異性体は生体内で相互に異なる挙動をとることから,これ らの体内動態を正確に把握す
ることが適正な薬物療法を確立する上で不可欠であり,信頼度の高い測定法の確立が強 く望まれている。
本論文 は,高速液体クロマ トグラフィーの分離能と汎用性 に着目し,タ ンパク質を固定化 した新規光学異
性体分離用固定相の開発 とその応用に関する研究を行ったものである。
まず,コ ンアルブミン及びフラボプロテインカラムを作成 し,酸性および中性のモデル化合物を用いて
それらの溶出挙動 に精査を加え,光学認識には固定相分子 と溶質 との間のイオ ン性相互作用と疎水性相互
作用が重要な役割を果たすことを明らかにした。
次いで各 タンパ ク質に対する光学異性薬物の結合率を測定 し,光学分離能 との関係を吟味 した。その結
果,光 学対掌体間でタンパク結合率の差の大 きいものほど良 く分離される傾向を認めた。 しかし,全 くタ
ンパク結合を示さない薬物において も両者で保持の異なることか ら,非特異的相互作用の影響の大 きいこ
とも推測された。そこで,こ れら固定化カラムにおける保持係数を,タ ンパク質 と薬物間の親和性 と非特
異的相互作用で表す式を提唱 し,その妥当性を検証すると共に,移動相中の有機溶媒がキラル認識部位で
の特異的相互作用のみならず非特異的相互作用にも大 きく影響することを実証 した。
続いて,非特異的相互作用の影響を受けることなく,光学分離 に関与するキラル認識部位 と溶質 との相
互作用を解析するため,フ ラボプロテインを疑似固定相とするアフィニティーキャピラリー電気泳動に検
討を加え,液 性の変化に伴 う溶質の保持 と分離能の変化は,キ ラル認識部位におけるアミノ酸残基の解離
状態の変化 に起因すること明 らかにした。一方,光 学分離能 はメタノール濃度にも影響を受 けるが,こ れ
はキラル認識部位 における疎水性の相互作用 と考え,フ ラボプロテインのアミノ酸残基の特異的な化学修
飾を行い検討を加え,ト リプ トファン残基がこれに関与することを証明した。
引き続 き,今回開発 したコンアルブミンカラム及びフラボプロテインカラムを用い,血中光学異性薬物
並びに代謝物の直接一斉分析に検討を加えた。すなわち,生体試料の前処理操作をオンラインに組み込ん
だシステムを構築 し,血漿をそのまま分析系に注入 して,質量分析計にて測定する高感度な分析法を確立
し,対掌体の体内動態に考察を加えた。
以上,本 論文は光学異性体分離用新規タンパク質固定化カラムを開発 し,その分離機構に検討を加え,
新たな知見を見い出すと共に,光学異性薬物の一斉分析にきわめて有用なことを実証 したものであり,博
士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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